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Introducéo

Estima-se que existam aproximadamente 50 milhdes de pessoas com epilepsia no mundo
[1]. A Epilepsia Mioclénica Juvenil (EMJ) é uma epilepsia genética generalizada, onde 50% dos
casos tem histérico familiar positivo [15]. EMJ representa certa 10% de todos os casos de
epilepsias.EMJ se manifesta inicialmente por volta da puberdade, entre 14-16 anos, no entanto
s&o encontrados casos com uma variabilidade muito maior, entre os 8 a 26 anos [2].

Alguns estudos apontam alguns genes candidatos a suscetibilidade genética de EMJ,
com alteracOes identificadas principalmente no gene BRD2 e no receptor GABRAL [3,4].
Comtudo, a maior parte dos pacientes com EMJ ndo apresentam variantes nos genes candidatos
identificados, ndo existindo um consenso sobre possiveis biomarcadores para EMJ, sugerindo
um desenvolvimento multifatorial [5].

Mecanismos epigenéticos sdo influenciados por fatores ambientais e participam da
regulacéo génica. Estes podem modificar a expressao génica, alterar o fenétipo sem modificar a
sequéncia de DNA. Existem 3 principais mecanismos epigenéticos: (1) metilacdo de DNA, (2)
modificacdo de histonas e (3) acdo de RNAs nao codificantes. O mecanismo epigenético mais
estudado é a metilagdo do DNA, e um de seus mecanismos ocorre através da adicdo de um
grupamento metil no carbono 5 da molécula de citosina seguida de guanina, o dinucleotideo
CpG, estes em geral sao clusterizados em ilhas CpG nas regides promotoras de genes, 0 que
comumente leva a inibicdo da transcricdo [6]. Ainda, a regulacdo epigenética possui um
importante papel em todos os aspectos da fungdo neuronal, desde a embriogénese e
desenvolvimento inicial do cérebro, até a expressao génica especifica de determinado tecido, ao
silenciamento global de genes [6].

Fatores ambientais e epigenéticos podem contribuir na amplificacdo dos efeitos de
variantes genéticas, podendo ter papel crucial no desenvolvimento de epilepsias [7]. Diversos
estudos ja propuseram o papel da epigenética na regulacdo, desenvolvimento e predisposi¢ao a
diferentes tipos de epilepsia, incluindo a EMJ [8-10]. Portanto, é razoavel acreditar que a
desregulacdo epigenética possa ter um papel na predisposicdo e/ou participacdo no
desenvolvimento de EMJ.

Em EMJ, dois trabalhos ja sugeriram padrdes de metilagdo do DNA para os genes BRD2,
NKCC1 e KCC2 [8,9]. Tais achados, nos levaram a hipétese de que mecanismos epigenéticos,
mais especificamente a metilacdo do DNA, possam estar envolvidos na etiologia e/ou
predisposicdo da EMJ. A maior parte dos estudos que avaliaram a metilacdo em EMJ olharam
apenas para metilacées em alguns genes sabidamente relacionados [8,9]. Até 0 momento, para
EMJ, ndo conhecemos nenhum estudo que investigou o padrdo de metilagdo do DNA em todo o



genoma (metiloma) em pacientes. Por tanto, propomos este estudo como 0 primeiro que
sequenciou e caracterizou o metiloma de pacientes com EMJ através da técnica de
sequenciamento do genoma completo utilizando a converséo de bissulfito de soédio (WGBS).

Material e métodos

Nesse estudo foram avaliados 3 pacientes e 3 individuos controle saudaveis. Os dois
grupos sao similares em sexo e idade, média de 30 * 8 anos. Os pacientes com EMJ foram
selecionados levando em conta apenas 0 uso uma droga antiepiléptica - acido valpréico. As
amostras de DNA foram extraidas previamente através da coleta de sangue periférico em tubos
com &cido etilenodiaminotetracético (EDTA). O DNA de cada amostra foi convertido com
bissulfito de sédio (EZ DNA Methylation-Gold Kit by Zymo Research) e em seguida foi construida
a biblioteca (Accel-NGS Methyl-Seq DNA Library Kit by Swift Biosciences). O sequenciamento
do genoma completo tratado com bissulfito de sédio (WGBS) foi realizado em plataforma Hiseq-
X. Os dados brutos provenientes do sequenciamento foram analisados, processados, trimados,
deduplicados e alinhados com o genoma de referéncia (GRCh38) com o auxilio de ferramentas
e softwares de bioinformatica. Os niveis da metilagdo do DNA foram calculados com o auxilio
do do software Bismark . A identificagdo das DMRs foi feita com base no pipeline BSmooth no
pacote bsseq [16]. O mapeamento e anotacdo das DMRs como sua localizagéo génica, condicao
de metilacdo, sobreposi¢do com ilhas CpG, dentre outras informacdes foram obtidas utilizando
0S pacotes annotatr, biomaRt e genomatation com auxilio do R. Ainda, foram utilizadas as
ferramentas do USCS Genome Browser e ENSEMBL. Algumas informagfes provenientes destas
ferramentas foram chamadas por requisicdo APl em Python .

Resultados e Discusséo
Sequenciamento do DNA convertido com bissulfito de s6dio mostra alta cobertura

O WGBS teve uma alta eficiéncia de converséao por bissulfito de sddio, em média 98.5%
para todas as 6 amostras. Os dados brutos tiveram uma média de 952 +10.38 milhdes de reads,
com uma cobertura média de 45x +0.49. Apodsa trimagem e remocdo das sequéncias
deduplicadas foi obtido cerca de 77% de alinhamentos de reads Unicos, equivalente a uma média
de 109.6 +14.9 milhdes de reads, com média de cobertura citosinas de 31x +1.35 e cobertura
média do genoma completo de 21x +1.67.

Diferentes regides funcionais ao longo do genoma se sobrepdem as DMRs mapeadas
5.337 DMRs, com p<0,01 foram identificadas sendo 2.967 hipermetiladas e 2.370

hipometiladas. Estas estdo distribuidas em diferentes regibes no genoma, como pode ser
observado no no grafico 1.
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Grafico 1. Distribuicdo das DMRs em relacédo a sua co-localizacdo com regides gendmicas. Da esquerda
para a direita- promoters: sequéncia de DNA onde se inicia a transcricdo do gene pela ligagdo da proteina
RNA polimerase; 1to5kb: regifes que se estendem de 1 até 5 kb a partir do sitio de inicio da transcri¢ao;
3UTR: vai do c6don de terminacdo até a regido da cauda poli-A; 5UTRs: se inicia na extremidade ponta 5
e acaba no primeiro c6don de inicio da tradugdo; exons: regido do gene codante para amino acidos;
intergenic: regifes intergénicas, ou seja, regides de DNA nao-codante que esta entre genes; Introns: regido
ndo-codante para amino acidos.

Mapeando as DMRs, utilizando as coordenadas genOmicas, vimos que estas se
sobrepdem a 4.216 genes. E valido citar que cada uma das DMRs pode se sobrepor & mais de
um gene e mais de uma regido genémica, além disso, 0s genes podem estar sobrepostos com
mais de uma DMR. A anotacao destes genes nos mostraram que 2.864 genes sdo codificadores
de proteinas, 1801 sdo ncRNAs e 240 sao pseudogenes. Dentre os ncRNAs temos outras
categorias de menor numero (miscRNAs, valtRNAs, TRCgene, entre outras).

Interessantemente, embora a metilagdo do DNA seja reconhecida por ocorrer
predominantemente em ilhas CpG, nos identificamos que apenas 2,5% das DMRs se sobrepdem
a estas regides. Com isso, possivelmente o motivo pelo qual os estudos com metilacdo em EMJ
existentes até o momento nédo tenham encontrado mais genes candidatos, é que estes focaram
estudar regides ricas em ilhas CpG. A exemplo trabalhos anteriores, como de Pathak S. et al.
(2018), estudaram regides enriquecidas em ilhas CpG de genes ja relacionados com a EMJ, com
tudo, nossos resultados nos levam a notar que doencas multifatoriais, como a EMJ, em geral séo
complexas e multigénicas [5], e que o presente estudo possui grande importancia para a futura
selecdo de novos genes candidatos e o entendimento quanto ao papel destes no
desenvolvimento da EMJ.

Tabela 1. Top 8 DMRs com metilagdo acima de 20% e sua sobreposicao a genes



Localizacdo da DMR Metilacao ID Gene ID Ensembl Funcdo molecular UniProt

2:231280843-231280998 hyper ARMC9 ENSG00000135931 ND

2:239192933-239193100 hyper HDACA4 ENSG00000068024 Ativacédo de fator de transcricao;
histona deacetilase; ligacédo de
proteinas; proteina deacetilase;
regulacdo RNA polimerase IlI; co
repressor da transcricdo

16:12767863-12768596 hyper CPPED1 ENSG00000103381 Atividade fosfatase fosfoproteina

20:63612882-63613023 hyper GMEB2 ENSG00000101216 Atividade de ligagdo RNA
polimerase Il; atividade co-ativador
da transcricdo

3:71755844-71756021 hyper FOXP1 ENSG00000114861 Sitio de ligagdo sequéncia-
especifica para promotor; Ligacéo
de fator de transcri¢cdo; associacao
de proteinas com DNA

2:3316590-3316826 hyper EIPR1 ENSG00000032389 ND

6:87407246-87407467 hyper CFAP206 ENSG00000272514 ND

7:148398074-148398838 hyper CNTNAP2 ENSG00000174469 Ligacdo de enzima

Observando a tabela 1, percebemos que os resultados séo variados, quanto a sua funcao
molecular. Estes genes também variam quanto a fungéo bioldgica, enquanto alguns tém funcdes
muito ligadas a regulacdo da expressao génica, como o GMEB2 e o HDAC4, outros regulam a
resposta inflamatéria, como o CPPED1 e o FOXP1, existem também aqueles que codificam
proteinas constituintes celulares, como o ARMC9 e o CFAP206, alguns ainda participam da
neurogénese, como 0 CNTNAP2, e até de vias de secre¢cdo hormonal, como o EIPR1.

E interessante observar que dos 8 genes aqui citados, sendo todos codificadores de
proteinas, 5 ja foram relacionados com epilepsias por outros estudos [10-14], reiterando que o
estudo do padréo de metilagdo do genoma € importante para entendermos melhor a EMJ, uma
vez que com isto reforcamos e trazemos maior significAncia para a relacdo destes genes com
esta epilepsia, visto que estes foram relacionados em outros contextos, que nao pelo estudo da
diferenca de metilacdo. Além disso, trouxemos aqui apenas 8 genes, porém considerando os
mais de 4.200 genes encontrados e pelo menos 297 destes ja foram relacionados com
epilepsias, observamos

Por fim, concluimos que o metiloma de pacientes com EMJ apresenta padrées de regides
difrencialmente metiladas quando comparado a individuos saudaveis; e que o presente estudo
mostra a importancia da caracterizacdo do metiloma dos pacientes com EMJ, uma vez que nao
olhamos somente para regides enriquecidas em ilhas CpG, e sim observamos que 98% das
DMRs estéo localizados fora destas.EMJ é um distarbio complexo e multigénico, portanto, este
trabalho abre novos caminhos para estudos futuros que poderdo melhor elucidar como os
resultados aqui citados apresentam relagdo com o fen6tipo da EMJ nos levando a sua melhor
compreensao.
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